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研究成果の概要（和文）：高濃度蛍光標識生体分子を１分子レベルで結合解離の様子を観察・解析可能なナノ開口基板
を用いて、大腸菌のHolliday構造DNAの分岐点移動を促進するモーター蛋白質であるRuvBの機能解析やエピジェネティ
ック制御、特にメチル化DNA維持機構に大きく関与するヘミメチルCpG結合ドメインであるSRAの機能解析を中心に研究
を進めました。RuvB蛋白質についてはADPやATPγS等の様々なヌクレオチド存在下でRuvBとRuvA-Holliday構造DNAとの
相互作用を解析した結果、RuvBの６量体形成は、ATPとの結合だけでなく、ATP加水分解により促進することを示唆する
結果を得ました。

研究成果の概要（英文）：Zero Mode Waveguides (ZMWs) consist of nanosized holes in an aluminum film. Thus, 
ZMWs enable us the visualization of a single fluorescent molecule under micromolar order of the 
molecules. We characterized E. coli RuvB motor protein, which promotes Holliday junction DNA branch 
migration, and SRA, hemi-methyl CpG binding domain. We observed fluorescently labeled RuvBs binding to a 
RuvA-Holliday junction under various nucleotide conditions and our data suggested that not only ATP 
binding to RuvB but also ATP hydrolysis by RuvB facilitates a stable RuvA-RuvB-Holliday junction DNA 
complex formation

研究分野： 生物学

キーワード： 蛍光１分子イメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 DNA 結合蛋白質は DNA 複製、修復、組換え
やゲノムDNAの分配等のゲノム構造の維持に
重要な働きを示すだけでなく、ヒストン蛋白
質やDNAメチル化酵素等のクロマチン構造を
制御し、組織特異的な遺伝子発現を制御する
ことで、個体の恒常性の維持にも重要な働き
を示します。このような蛋白質の中で、現在
メチル化 DNA維持に関与するヒト UHRF1 蛋白
質と DNA 複製、組換えや修復において、重要
な働きをする大腸菌 RuvB や UvrD 蛋白質に注
目して研究を行っています。 
 ヒトの約70 %の遺伝子のプロモーター領域
にはCpG dinucleotideが密集したCpG island
と呼ばれる領域が存在します。CpG のシトシ
ンのメチル化は転写抑制に大きな役割を果
たし、メチル化 DNA のパターンは組織特異的
で、組織の恒常性を保つ上でメチル化 DNA パ
ターンの維持は非常に重要です。UHRF1 はヘ
ミメチル CpG 結合蛋白質で、メチル化 DNA 維
持に重要な役割を果たします。UHRF1中の SRA
ドメインがヘミメチルCpGとの相互作用に直
接関わるドメイン(Arita et.al. Nature 2008
年 巻 455 頁 818-821)で本研究では SRA に注
目し、研究を行います。 
 本研究では、ゲノム構造維持に関与する蛋
白質にも注目しています。また、研究開始に
おいてはDNA相同組換えの中間体で十字型構
造をした Holliday 構造 DNA の分岐点移動反
応に於いてモーター蛋白質として機能する
RuvB 蛋白質に注目し、研究を進めています。
RuvB 蛋白質は Holliday 構造 DNA 特異的 DNA
結合蛋白質である RuvA と相互作用し、
Holliday 構造 DNA 上で RuvA-RuvB-Holliday
構造 DNA 複合体を形成します。RuvB がモータ
ー蛋白質としての機能があり、ATP の加水分
解によるエネルギーを利用して、Holliday 構
造 DNA の分岐点移動を促進させます。また、
RuvB は AAA+ ATPase ファミリーに属し、DNA
上で６量体リング構造を形成し、このリング
構造を活性型とすることが知られています。
しかしながら、RuvB の DNA 上での６量体リン
グ構造形成過程にはまだ不明な点も多く、本
研究では RuvB の DNA 上で複合体形成過程を
詳細に解析することも研究目的の一つとし
ます。 
 以上の研究を進めていく上で、蛍光標識し
た生体分子の挙動を直接、実時間で観察、計
測できる一分子解析法は強力な解析方法の
一つです。応募者もこれまでいくつかの DNA
結合蛋白質の機能解析を一分子解析法によ
り行ってきました（Han et.al. Molecular 
Cell 2010 年 巻 39 頁 48-58、PNAS 2006 年 巻
103 頁 11544-11548）。しかしながら、本研
究計画で注目している SRA-DNA 複合体や
RuvB-DNA 複合体の解離定数は数百 nM 以上と
一分子解析を行う上では非常に相互作用の
弱い蛋白質であるという結果は既に応募者
の予備実験より得ました。これまでの一分子

計測に用いられている全反射照明を用いた
解析では、蛍光標識分子の濃度が 50 nM 以上
だと、自由に動き回っている蛍光標識分子か
らの背景光がノイズとなり注目する分子の
観察に大きな影響を与えていました。従いま
して、SRAとDNAまたはRuvBとRuvA-Holliday
構造 DNAの相互作用を一分子計測で解析する
にはこのような問題を克服が必要となりま
す。本研究では、次世代 DNA シークエンサー
に用いられているナノ開口基板に注目しま
した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではエピジェネティック制御、特に
メチル化DNA維持機構に大きく関与するヘミ
メチル CpG結合蛋白質であるヒト UHRF1 とゲ
ノム構造維持に重要な働きを示す大腸菌
RuvB 蛋白質のそれぞれの機能を一分子計測
技術により詳細に解析します。UHRF1 につい
てはヘミメチルCpGの探索過程を明らかにで
きるように、RuvB については RuvA-Holliday
構造 DNAとの複合体形成過程を様々な条件下
で計測し、RuvB の RuvA や Holliday 構造 DNA
との複合体形成過程を明らかにできるよう
な研究を行います。しかしながら、UHRF1 と
DNA または RuvB と DNA の解離定数は数百 nM
以上と非常に高く、従来の一分子解析法では
解析が非常に困難でした。本研究では、この
ような解離定数の非常に高いサンプルでも
一分子レベルでの解析が可能となるナノ開
口基板を用い UHRF1 および RuvB の機能解析
を行うことを研究目的とします。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ナノ開口基板の作製 
 RuvBやSRAのDNAに対する結合解離の様子
を観察するには、それぞれの蛋白質濃度が
100 nM 以上である必要があります。従来の蛍
光１分子イメージングで頻繁に用いられて
いる全反射照明では、対象となる蛍光標識生
体分子の濃度が 50 nM 以上だと溶液中を自由
に動き回る蛍光色素からの蛍光がノイズと
なり、目的の生体分子の動きを観察すること
が非常に困難でした。従いまして、蛍光標識
RuvBやSRAの動きを光学顕微鏡下で観察する
ために、新たな手法が必要となり、本研究で
は次世代DNAシークエンサーの基幹技術とし
て開発されたナノ開口基板を用いて、解析を
行うことにしました。 
 ナノ開口基板はアルミニウム上に直径

が 50 から 100 nm 程度の穴がアレイ上に並ん
だガラス基板です。石英ガラス上でのナノ
開口作製の概要は箇条書きされた下記の通
りです。 
石英基板洗浄→脱水ベーク→EB レジス

トコーティング→エスペーサーコーティン
グ→EB 照射→エスペーサー除去→ベーク
→現像→アルミニウム蒸着→リフトオフ→



プラズマクリーニング 
まず最初に石英ガラス基板上に Negative 
Photoresist と呼ばれる電子線照射で固化す
る物質をコートします。次に直径が 100 nm
となるように電子線をNegative Photoresist
がコートされた石英ガラス基板に照射しま
す。その後、このガラス基板を現像すること
で直径約 100 nm の円柱上の Negative 
Photoresist が残ります。次のこの上にアル
ミニウムを蒸着させ、基板上に残った円柱上
の Negative Photoresist を有機溶剤で溶か
し、ガラス基板から除去することで、直径が
100 nmの穴がアレイ状に並んだナノ開口基板
と呼ばれるものが出来上がります。この基板
を用いると対象となる蛍光標識生体分子の
濃度が数μM 程度でも蛍光一分子イメージン
グが可能となります。 
 
（２）DNA 及び蛋白質の準備 
 RuvBとUHRF1の中のヘミメチルCpG結合ド
メインである SRA ドメインについて、蛍光標
識蛋白質の作製を行いました。RuvB の蛍光標
識においては RuvB にシステイン残基があり
ませんでしたので、N末より 39 番目のアミノ
酸であるセリンをシステインに置換した変
異体 RuvB 蛋白質を作製しました。この変異
体 RuvB 蛋白質に Cy5-マレイミドと呼ばれる
化合物を用いて、チオール基のあるシステイ
ン残基に蛍光色素である Cy5 が結合した
Cy5-RuvB 蛋白質を作製しました。また、
Cy5-RuvB の活性は野生型 RuvB と大きな違い
が無かったことを生化学的解析から確認し
ました。 
 SRA につきましては SRA の N末に Halo Tag
と呼ばれる大きさが約 33 kDa のタグ蛋白質
を融合させた形で精製し、Halo Tag 特異的に
結合する蛍光色素を用いて、Tetra Methyl 
Rhodamine で標識された TMR-SRA を作製しま
した。また、その活性は蛍光標識されていな
いSRAとほぼ同じような活性を持つことも生
化学的解析により確認しました。 
 本研究で使用する DNA は RuvB の研究にお
いては十字型構造をとる Holliday 構造 DNA
を用い、SRA の研究においては裸の DNA と
Nucleosome と、それぞれに対する親和性の違
いを比較するためにNuclesome作製において、
最も用いられられている 601 Sequence と呼
ばれる 145 bp の長さの配列を中央部に持つ
DNA を用いました。 
 
４．研究成果 
 
 高精度で蛋白質や DNA の動きを計測、制御
できる一分子計測技術を用いて、大腸菌の
Holliday構造DNAの分岐点移動を促進するモ
ーター蛋白質である RuvB の機能解析やエピ
ジェネティック制御、特にメチル化 DNA 維持
機構に大きく関与するヘミメチルCpG結合ド
メインであるSRAの機能解析を中心に研究を
進めました。RuvB 蛋白質については活性を保

持した蛍光標識されたRuvBの作製に成功し、
RuvB の六量体形成過程に関する研究を行い
ました。RuvBの６量体形成には高濃度のRuvB
が必要で、一分子レベルでの解析には新たな
一分子蛍光イメージング技術が必要となり、
本研究ではナノ開口基板と呼ばれる、次世代
DNA シークエンサーに用いられる技術を応用
して、Holliday 構造 DNA 上での RuvB の複合
体が形成している様子を観察することに成
功しました。また、ADP や ATPγS等の様々な
ヌクレオチドを用いることで、RuvB がどのよ
うな状況で、より六量体形成を促進するのか
を明らかにすることができました。その結果、
RuvB の６量体形成は、ATP との結合だけでな
く、ATP 加水分解により促進することを示唆
する結果を得ました。 
 SRAドメインにつきましては、ナノ開口基板
中にDNAのみ、又はNucleosomeを固定し、その
上にTMR-SRAを加え、DNAまたはNucleosome１
分子に結合しているTMR-SRAの個数を計測し
ました。その結果、SRAはNucleosomeよりDNA
に対して、高い親和性を持つことを示唆する
結果を得ることが出来ました。 
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